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論文内容要旨
 ζ目的】
 単純ヘルペスウイルス1型(HSV-1)をオトガイ神経に直接注入することにより,初感染
 ラットに,高率に三叉神経節の潜伏感染ないし急性脳炎を惹起する。HSV-1DNA・抗原
 をinsituhybridization・免疫組織化学により検出することにより,三叉神経節の感染様式を
 検討する。またオトガイ神経のwheatgermagglu七inin-horseradishperoxidase(WGA-
 HRP)の三叉神経節・中枢神経への軸索輸送を検討する。これらの検討から,三叉神経節の潜
 伏感染の樹立・神経細胞間の二次感染および感染領域の拡大を考察する。
 ζ実験方法と材料国
 HSV-1株:Vero細胞で増殖させたF株(108'9PFU/m1)とHEp-2細胞で増殖させ
 た新鮮分離株(565株:105・6-107'oPFU/ml)の2株を用いた。オトガイ神経内注入法:雄
 Wistarラット(体重ま20-240g)をベントバルビタールで深麻酔し,オトガイ神経を露出し,
 マイクロシリンジでウイルス(F株:105・6-105・9PFU,565株二102・6-104・oPFU)また
 は0,5%WGA-HRP(0.5μi)を注入した。ウイルスDNA・抗原の検出:深麻酔下のラッ
 トを10%ホルマリン燐酸緩衝溶液で経心的に潅流固定し,三叉神経節・脳・下口唇皮膚・眼窩内
 組織を摘出し,パラフィン包埋した。Vero細胞にF株を感染させ13時間後,10%ホルマリン燐
 酸緩衝溶液で固定した。脱パラフィン切片と感染Vero細胞をbiotinylatedHSV-1Bio-
 Probe(EnzoBiochem)によるlnsituhybridiza七ion'(Brigatie七aL,1983)およびウサ
 ギ抗HSV-1血清によるavidin-biotin-peroxldasecomplex法(Hsueむaユ.,1981)で染色し
 た。ウイルス分離:F株接種後,三叉神経節とVero細胞の共生培養を行った。WGA-HRP
 の検出:4%パラホルムアルデヒド0.5%グルタルアルデヒド燐酸緩衝溶液で,ラットを経心的
 に灌流固定し,三叉神経節・脳幹の連続凍結切片を作製し,te七ramethylbenzidine法(Mesulam,
 1983)で染色した。
 【結果】
 1)biotinylatedHSV-1DNAprobeによるinsituhybridiza七ionでは,HSV-1
 抗原陽性Vero細胞ゐ約50%にHSV-1DNAが検出された。2)565株接種ラット63匹で
 は,51匹(81%)に発症後の死亡(4匹)または中枢神経病変(47匹)が認められた。F株接種
 ラット82匹は全て無症状で経過し,三叉神経節のHSV-1抗原は6日以後に消失し,6-502
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 日の三叉神経節細胞にliSV-1DNAが検出された。加えて,15-386日の三叉神経節49個中
 42個(86%)からHSV-1が分離され,F株の潜伏感染が証明された。3)F株接種後6日の
 HSV-1抗原陰性・DNA陽性細胞は,ほぼ正常の形態を保持していた。4)接種後3日に,
 WGA-HRPで同定されたオトガイ神経支配の神経節細胞の分布領域にHSV一一1抗原が出現
 したことから,神経節は接種後1-2日に感染したと推定された。接種部位から神経節までの
 距離は約16mmであった。5)HSV-1抗原陽性神経細胞は,一般に三叉神経節内に散在してい
 た。これらは,F株では経時的な増加を示さず,オトガイ神経支配領域に限局し,一方,565株
 では3-4日で増加し,4日以後オトガイ神経支配領域を越え,眼・上顎枝領域にも出現した。
 6)565株接種後4日置中枢神経では,ウイルス抗原陽性ダリアを伴う空胞病巣が三叉神経根に
 出現した。その抗原分布は,接種後4日以後,WGA-HRPが輸送された背側約4分の1の領
 域を越えて腹側に拡大した。この感染巣の拡大が,三叉神経節の眼・上顎枝領域の抗原陽性例に
 確認された。7)565株の接種後4日以後,下口唇皮膚と眼窩内組織にウイルス抗原が出現し,
 神経線維にも抗原が認められた。これらの抗原陽性例では,対応する三叉神経節の領域に抗原が
 確認された。
匿結論翼
 1)今回の非アイソトープ標識法によるHSV-1DNAの検出感度は低かった。2)毒性の
 異なるHSV-1株をオトガイ神経内に接種した初感染ラットで,三叉神経節の潜伏感染ないし
 急性脳災が高率に惹起された。3)多量のウイルスを産生しない神経節細胞に潜伏感染が樹立さ
 れることが示唆された。4)末梢神経軸索のHSV-1輸送速度は約8-16mm/dayと推定され
 た。5)神経細胞間の二次感染は,三叉神経節内では起こらないことが示唆された。6)中枢神
 経にウイルス産生性感染を起こす株では,中枢神経で感染巣が拡大し,そこから三叉神経節の接
 種部位を支配しない領域にも感染が広がると考えられた。7)三叉神経節の神経細胞で増殖した
 ウイルスは,中枢側のみならず未梢側にも輸送されると考えられた。8)F株とWistarラット
 を用いたオトガイ神経内接種モデルは三叉神経節の潜伏感染の研究に有用であろう。
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 審査結果の要旨
 単純ヘルペスウイルス1型(HSV-1)の強毒性および弱毒性株をラットのオトガイ神経に
 直接注入後,insituhybridlzation・免疫組織化学でHSV-1DNA・抗原を検出することに
 よりHSV-1の三叉神経節での感染様式を検討,潜伏感染の樹立・神経細胞間の二次感染およ
 び感染領域の拡大を考察している。
 深麻酔下の雄Wistarラット(120-240g)のオトガイ神経にマイクロシリンジでF株(105・6-
 10519PFU)・565株(102'6-104'oPFU)または0.5%WGA-HRP(0,5μ1)を注入し
 た。ラットを10%ホルマリン憐酸緩衝溶液で経心的に潅流固定し,三叉神経節。脳・下口唇皮膚・
 眼窩内組織を摘出し,パラフィン包埋した。Vero細胞にF株を感染させ13時間後,10%ホルマ
 リン憐酸緩衝溶液で固定した。脱パラフィン切片と感染Vero細胞を,biotillyla七edHSV-
 1Bio-Probe(EnzoBiochem)によるinsi七uhybrldiza七ionおよびウサギ抗HSV-1血
 清によるavidim-bio七in-peroxidasecomplex法で染色した。F株接種後,三叉神経節とVero細
 胞との共生培養によりHSV-1を分離した。4%パラホルムアルデヒド0,5%グルタルアルデヒ
 ド憐酸緩衝溶液でラットを経心的に潅流固定し,三叉神経節・脳幹の凍結切片を作製し,WGA
 -HRPをtetrame七hylbenzidine法で検出した。
 1)HSV-1抗原陽性Vero細胞の約50%にinsituhybridiza七lo11でHSV-1DNAが
 検出された。2)F株接種後,82匹全てが無症状で経過した。565株接種後,63匹中5/匹(81%)
 に発症後の死亡(4匹)または中枢神経病変(47匹)が認められた。3)両株の接種後3日に,
 WGA-HRPが輸送された三叉神経節の領域に,HSV-1抗原が出現し,神経節の感染は接
 種後1-2日と推定された。接種部と神経節との距離は約16mmであり,HSV-1の軸索内輸送
 速度は8-16mm/dayと推定された。4)F株接種後の三叉神経節では,HSV-i抗原は6日
 以後消失したが,HSV-1DNAは502日まで検出され,15-386日の49個中42個(86%)から
 HSV-1が分離された。接種後6日のHSV-1抗原陰性・DNA陽性細胞の形態はほぼ正常で
 あった。5)三叉神経節のHSV-1抗原陽性神経細胞は,F株では経時的に増加せず,オトガイ
 神経支配領域に限局した。565株では,HSV-1抗原陽性細胞は,3-4日で増加し,4日以後
 オトガイ神経支配領域を越え,眼・上顎枝領域にも出現した。6)565株接種後4日以後,三叉
 神経根の中枢神経部に,ウイルス抗原陽性ダリアが出現した。その抗原分布は,三叉神経節の眼
 ・上顎枝領域の抗原陽性例では,WGA-HRPが輸送された背側約4分の1の領域を越えていた。
 7)565株の接種後4日以後,下口唇皮膚と結膜の上皮と神経線維にウイルス抗原が出現した。
 本研究は,軸索流を介する知覚神経節でのHSV-1感染の動態を明確にするとともに,神経
 節でのHSV-1潜伏感染の機序の解明の手掛かりを与える重要な研究であり,学位の授与に価
 するものと認める。
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